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論文内容要旨
 本研究では,Tρ53遺伝子のアポトーシス誘導のメカニズムを解明する目的で,特に野生型p
 53よりも強いアポトーシス誘導能を有する数多くのp53ミスセンス変異体を得てこれらの転写
 活性化プロフィールをヒト細胞系において検討した。TP53遺伝子には,ヒト培養細胞において
 野生型p53よりも有意に強いアポトーシス誘導能を有するいわゆる`superp53'変異体とし
 て,S121Fの存在が知られている。酵母を用いたS121Fの転写活性化能の評価では,耀)M2
 に対する転写活性化能は喪失している一方,醐X,14-3-3σおよび閣F1に対する転写活性化能
 は野生型p53と同等以上に保たれていた。このように一部の標的遺伝子に対する転写活性化能
 が喪失/減弱している,あるいは亢進している変異体を“多様性"変異体と定義した場合,この
 ようなp53ミスセンス変異体は約600種類存在する。このような“多様性"変異体にはS121F
 に示されるように強いアポトーシス誘導能を呈するといった,がん治療研究上に有用な変異体が
 含まれている可能性がある。そこで酵母における標的遺伝子に対する転写活性化能のプロフィー
 ルにおいて,S121Fのような“多様性"を示すp53ミスセンス変異体179種類と腫瘍で高頻度
 に報告されるミスセンス変異体6種類の合計185種類を選択し,ヒト培養細胞におけるこれらの
 変異体のアポトーシス誘導能をFACSを用いて解析した。その結果,S121Fと同等ないしそれ
 以上のアポトーシス誘導能を有する6種類の新規`superp53'(H214Q,K291E,K292T,
 Q144R,1162M,R290G)を同定した。また,この6種類以外にも野生型p53よりも強いア
 ポトーシス誘導能を示す変異体を11種類同定した。さらに,179種類の“多様性"変異体の中
 には,ヒト癌における変異報告頻度が20回以上ありながら,野生型と同等のアポトーシス誘導
 能を有する変異体,G244D,M2461およびR282Qが見出された。このような変異体の存在は,
 p53の腫瘍抑制機能として,アポトーシス誘導能だけでは必要十分でないことを示唆している。
 これら“多様性"変異体のアポトーシス誘導能と転写活性化能の相関性を調べるために,p53
 の標的遺伝子でアポトーシス誘導能に関連すると考えられるβ/{X,ルのM2,履F1,および14-3-
 3σの4つの標的遺伝子に対する転写活性化能をヒト培養細胞を用いて評価し,アポトーシス誘
 導能と比較した。その結果,p53のアポトーシス誘導能とこれらの標的遺伝子の転写活性化能と
 の間に明らかな相関性は認められなかった。このことからp53ミスセンス変異体のアポトーシ
 ス誘導能には上記以外の遺伝子の転写活性化が関与している可能性と転写非依存性の制御機構が
 関与している可能性が考えられる。前者としては,中村らがS121F発現アデノウイルスベクター
 を感染させて高発現する転写産物として同定したSZ4G1などが考えられ,後者としてはp53に
 よるミトコンドリア経路やゴルジ経路などのアポトーシス経路が考えられる。
 S121Fのような野生型p53よりも強いアポトーシス誘導能を持つ変異体は,がん治療の観点
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 から考えれば有用な変異体と考えられる。化学療法剤に代表される抗がん剤の要点はがん細胞に
 アポトーシスまたは非アポトーシス性の細胞死を誘導することであり,このうちアポトーシス経
 路はp53依存性のものと非依存性のものに大別される。従って,アポトーシス誘導能の強い
 p53変異体を得て,そのアポトーシス誘導のメカニズムを分子レベルで解析することは,将来の
 がん薬物療法の標的分子を明らかにすることにつながり,極めて意義深いものと考えられる。ま
 た,S121Fのような`superp53'変異体は,正常細胞に強いアポトーシスを誘導する可能性
 や,発がん性などの安全性について検討すべき点があるが,第二世代のがん遺伝子治療のツール
 としての有用性に期待がもたれる。
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 審査結果の要旨
 申請者は,TP53遺伝子産物p53のアポトーシス誘導のメカニズムを解明する目的で,TP53
 網羅的ミスセンス変異体ライブラリー(Kato,S.et.aL,Proc.No'∠廊04S'6.,USZ,100:8424-
 8429,2003)由来の変異p53の中から,一部の標的遺伝子に対する転写活性化能が喪失/減弱し
 ているか,または亢進している変異体約600種類を抽出し,それらを“多様性"変異体と定義し
 た。その中から179種類の変異体を任意に抽出し,ヒト培養細胞に発現し,転写活性化能とアポ
 トーシス誘導能について解析した。その過程で,野生型p53よりもアポトーシス誘導能が有意
 に強い6種類の新規`superp53'(H214Q,K291E,K292T,Q144R,1162M,R290G)を同
 定した。また,この6種類以外にも野生型p53よりも強いアポトーシス誘導能を示す変異体を
 11種類同定した。
 申請者は,これら“多様性"変異体のアポトーシス誘導能と転写活性化能の相関性を調べるた
 めに,p53の標的遺伝子別X,層DM2,朋F1,および14-3-3σの4つの標的遺伝子に対する転
 写活性化能についてヒト腫瘍細胞株を用いて評価し,FACSによる細胞周期解析時のsubG!画
 分の変化によって評価したアポトーシス誘導能と比較した。その結果,p53のアポトーシス誘導
 能とこれらの標的遺伝子の転写活性化能との間に明らかな相関性は認められなかったことから,
 p53ミスセンス変異体のアポトーシス誘導能には上記以外の遺伝子の転写活性化が関与している
 可能性や転写非依存性の制御機構が関与している可能性を示唆した。また,がん治療の視点から
 考えると,野生型p53よりも強いアポトーシス誘導能を持つ変異体のアポトーシス誘導のメカ
 ニズムを分子レベルで解析することは,将来のがん薬物療法の標的分子を明らかにすることにつ
 ながり,非常に興味深い結果である。
 本博士論文は,変異p53の転写活性化能とアポトーシス誘導能の関係を明らかにするために,
 網羅的ミスセンス変異ライブラリーから“多様性"変異体179種類を選択してヒト腫瘍細胞株で
 解析したもので,ユニークな方法論で行われた研究論文である。その結果は,p53の既知の4下
 流遺伝子に対する転写活性化能とアポトーシス誘導能は相関しないことを示し,p53のがん抑制
 機能やp53依存性アポトーシス誘導の分子機構を考える上で有用な情報を提供するものである。
 さらにこの研究では野生型p53よりもアポトーシス誘導能が強い`superp53'を新規に複数同
 定した。本博士論文は,新たながん治療法の開発への手がかりとなりうる情報を含み,従って医
 学博士に値するものである。
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